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うになる. Thl細胞はβ 1とβ 2の二つのサブユニットからなるlL12レセプターに結合し, Janus








含まれることが多いが, sTAT6非依存的にTh3(Trl )細胞まIL-1 0やトランスフォーミンク闇断TGF)-











して獲得免疫系に属する細胞を指揮しているものと考えられる.現在, TLR 77ミリーは2 0種類以上あ
るのではないかと推測されているが,存在が確認されているのは1 2種類であり,さらにそのリガンドが



























































浄後Du]becco's Modified EagJe's Medium -FCS(SJGMA)に懸濁し, 1 2穴プレートlJでイエル腕組掛ま6.7
×107個ルeH,腸間膜リンJ簡素鵬は2×108個/㈹Jlとなるよう入れた.そこに各種DNAモチーフ
(TabJe･ 1-1) (CpG 2006, CpG 1826, CpG 1840, non{pG 2041, D25, HuLB-1, OLiB-7, HuST-l,
-6-
MsST-1 , AT5AC⊥) 【26,27]を1 LLMとなるよう(功口えた.
1 -3)初生仔ブタ組織の調製
初生仔ブタ(LWD)は(秩)ヒルズより購入し,屠殺後すぐに回腸組織を摘出した. PBSで洗浄後,ピン
セットで腸管を反転させさらに約0.5cm程度に切断し4 × Streptomycinnenicillin入LJ PBSで洗浄した.
24穴プレートにDuJbecco's Modified Eagle's Medium -FCS(SIGMA)を500LLlずつ入れておき,そこに
回腸組陣切片を3つずつ入れた･各種DNAモチーフ(Table. 1-1 )(CpG 2006, CpG 1 826, non-CpG 2041 ,
HuLB-1 , MsST-l , Ou3-7, ATSAC-L)を1 FLMとなるよう(功口えた.
















Reagent(lnvitrogen) l ml中でホモゲナイズ飴1 0分間放置した.クロロフォルム200plを加えボルテッ
クスし, 3分間放置後15000rpm 15分間違♭分離した.上着を新しい1.5mlエツペンに移し等量のイ




DEPC treated water up t0 7FLl
70℃ 5:00, on ice 1:00
5 ×CDNA buffer　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2.OFLl
0･1 Mm o.5山
Reverse lTanscriptase ( Hot Start)　　　　　　　　　　　　　0.5山
ソプロパノールを加え,静か転耽執後10分間放置後1 5000rpm 10分鞄か分灘した.上着をアスビ
レークーで除施ペレットがあることを確認し75%エタノールI ml %加え洗浄後再び1 5000rpm 1 0
-7-
分間遍淵離した.同様に,ペレットをエタノールで洗浄後, 70℃で約3分間程度熟し,エタノールを蒸
発させRNAsenJre R6uSPenSion Solution(AMBK)N INC)を20-50FLlを加えペレットを融解した.以上
のようにして抽出したTotal RNAはSmart SpecTM3000(BJO RAD)で灘邑純度を測定した.
1-5) cDNAの諏担
コンプリメンタリーDNA(CDNA)の作成にはThermo ScriptlW RNase H- Reverse
Transchptase(lnvitrt)gen)を用いた.反応溶液はT曲Ie1-2に示した.反応温度は50℃ 60:00, 85℃
5:00とした.反応終了後, cDNA合成までの行程が確実に行われていることを確認するため, House
Keeping Geneとして用いたβ-actin mRNAの発現を通常のPolymerase Chain Reaction(PCR)により確
翠した･ cDNAを70℃ 1 0分間熟し,氷上で1分間冷却したものをTaKaRa TaqlWの系を用い, iCycler(Bl0
RAD)でPCR反応を行った.反応軒財まTable1 -3に, PCRサイクJHまTable1 -4に, β-actin Forward Primer
またはReverse Primerの配列はTabJe.1-5に示した.反応終了後, PCR産物を2%7ガロースゲル電気
泳軌こ供し確認がとれたものにおいては, QLAquick PCR Punfication Kk(QLAGEN)によLJ添付されたプロ

























Table･1 -5　Forwardand Reverse Primer of β-actin l29】
Forward Phmer : 5 - TGGCATTGTCATGGACTCTG 3'
Reverse Primer: 5- AGGGGCGATGA1℃TTGATCT 3-
トコルに従ってcDNAを精製した.まf, Buffer PBをRT反応寄夜の5億邑つまLJ 50JLJを加えピベ
ッティングにより懸濁したものを2ml collection tubeにセットしたQLAquick spin columnに7プライし
た･ 13000rpm 60秒間透し後750mlのBuffer PEを加え13000rpm 60秒間違bL,さらに1分間遠
心することでBuffer PEを完全に除去した. QLAquick spin columnを新しい1.5mlエツベンに移し,ミリ
-8-
q水を50FLl加え1分間放配1 3000rpmで1分間違bLcDNAを回収した.


















































し付属のプロトコルI日掛Quantum Prep Freeze N Squeeze Spin coJumn(BK) RAD)を用いて舛レから
抽出した･これをSmart SpecIW3000(B10 RAD)を用いて濃度を測定配段階希釈した.実際に用いた濃























SYBR Green lは二本親DNA特異的(詔吉合し励担光を照射することで放射光を発する蛍光物質であLJ ,
工チジウムブロマイドよりも高い感度を有するといわれている.ただし,エチジウムブロマイドよりは弱
いものの変異原性を有するためその扱いは気をつける必要がある.本実験ではFastStart DNA Master
SYBR Green I(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)の系を用い, LjghtQyclerTM(Roche)を使
用した.まず,精製cDNAを70℃ 10分間加熱することで変性した後,氷上に1分間置き,急冷した.
























































Cytokine Primers for making terTIPlates of standard curves
･FN- ,　EeovT慧ariimmee,r:: 55: XTGAAFTCGTcTcTTGcGTTGGGGcAcCHGC33: 366bp
･L-6　　昌:芸red ,?,rLrmee,r=: 55: ATjATTGc;GCJuH;:GCcCcTgIcCACGG ;: 505bp
'L-1 2p40　E:vT慧pp,r::e?,r:: ,5: GAI冨cc;ccAA%GcTGGTGAAcC'T,GcG,3:
Cytokine Primers for real-time PCR
･FN- ,　EeovT霊,p,rLmeerr:: 55: TGcCTTGGGC&ALcGAGGATATAA,CATGC33: . ol bp
･L6　　E:vT:rS g,rhhee,r:: 55: ILGAI'cAcAGGAAT,GGCGAcGcTcTccAAGG,3: . 09bp
ル1 Zp40
Forward primer: 5. ATGTCGTAGAGTTGGACTGG 3 I
Reverse prbTler: 5'ACTCITTGACGTGGATGGTC 3■




































パイ刀臓軸胞と腸間膜リン/唱和胞をDNAモチーフにより6時間刺激したことで, lFN-T, lL-6, lL-
l Zp40 mRNA発現が誘導されたことを確認した.最も強い活性を示したDNAモチーフはIFN-Tではコン






Fgure2-2 lFr+ TmRNA expression bm aduk svdrwe shubted by DNへmoth





ールEiか約23倍(Figure･ 2-3)のmRNAが確認された･それ以外ではMsST-1 (約1 7筒, HuLB-1 (約23
倍), ATSACIL(約1 1倍)が強し頓性を示した.また, lFN-TmRNA発現と同様に腸間膜リンJ馳LJ
もパイエノ城衰細胞からのmRNA発現が確認された.
Figure2-3 A:6 mFgqA expressicn bm aduk swine stimuhted by DNA m改Ws
24) DNAモチーフによる成熟ブタ腸管におけるIL-1 2p40 mRNA発現誘導
IL-1 2 p40 mRNA莞晩賢円まAT5AC⊥により約23倍のmRNA発現誘導(Figure. 24)が確認された.
それ以外ではDZS(約1 0旬, HuL8-1 (約8旬, OLJJ3-7(約7倍), MsST-1 (約9倍)の活性が示されたが,
Fgure2-4L-1 Zp40 mRNA expressim bm aduk swirv stjm血ted by DNA motifs








Fgure2-5 m- TmRNA expressicrl斤om nのnataJ svdrNe Stimubted by DNA rTdfs
















一部の幼児を調査した結果,何らかのアレルギー疾患を持つ3歳児の割合は4 1. 9 %に上ることが報告
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されている【30】.
日本は戦後約6 0年を迎えようとしているが, 1 9 8 0年代後半から広まってきた食品の三次機能,つ
まLJ機相生食品という考え方は深く漫透し,今や健康ブームにまで発展してきている.我が国では厚生省
認可のもと, 1 9 9 1年に生まれたr特定併催用食品｣は｢特別用途良品のうち､食生活において特定の
保健の目的で摂取をする者に対し､その摂取により当該保健の目的が期待できる旨の表示をするもの｣ 【3 1 1
と定義されており,世界でも画期的な制度の誕勤側鈴的食品ブームの先駆けとなった制度である.
消費者のみならず食品メーカーにおける特定保健用食品への興味関心は増々強まり, 2 0 0 1年にその市






















































bulgar7'cus由来のHuLB-1の職まD25に含まれる5'TCGAT 3'の配列と, CpG 2006において中'亡朗
配列である5'プリン,ピリミジン, C, G,ピリミジン,ピリミジン3'という配列を含むことがあげられる.
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